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第 1 章 諸言  
伝達性海綿状脳症 (Transmissible spongiform encephalopathy: TSE)は致死性
の神経変性疾患であり、プリオン病とも呼ばれる。TSE にはヒツジのスクレイピー、
牛海綿状脳症  (BSE)およびヒトのクロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）などが含まれ
る。ヒトのプリオン病は現在、国の「指定難病」になっており、国を挙げての研究体
制がとられている。また、英国において BSE 罹患牛由来の食品を介してヒトに感染す
る変異型 CJD が明らかになり、家畜の疾病の一つにとどまらず我々ヒトにとっても脅
威であることが示された。我が国においては 2001 年に BSE 罹患牛が確認されて以来、
生産者と消費者の双方に大きな影響を与えている。現在、食用に屠畜される全てのウ
シについて、BSE のスクリーニング検査が実施されている。このようにプリオン病は
種を超えてヒトに伝播するため、その対策には多大なコストを要している。  
TSE の病原体の本質はいまだ明らかではないが、病原因子はタンパク様感染粒子（プ
リオン）であるとする説が有力である。プリオンの構成要素として異常型プリオン蛋
白（PrPSc）がある。これは、幅広い種で保存され、神経細胞をはじめ免疫系細胞など
様々な細胞で発現しているプリオン蛋白（正常型プリオン蛋白：PrPc）の立体構造が
何らかの理由で変異し、蛋白分解酵素抵抗性を獲得したタンパク質である。TSE に感
染した動物では、神経組織やリンパ組織等に PrPSc が蓄積しており、蓄積組織・臓器
および蓄積量と病態の進行との間には明らかな相関が認められることから、PrPSc が病
原因子と密接に関わっていると考えられている。  
変異型 CJD や BSE など多くの TSE が食餌を介してプリオンに感染するため、プリ
オン病の予防および診断、治療を考える上で、経口感染における病態を明らかにする
ことは重要である。食餌に混入した PrPSc は、胃や消化管における消化もしくは代謝
に抵抗性であり、感染性に変化のない状態で主に小腸パイエル板から体内に侵入する
と考えられている。小腸パイエル板を覆う濾胞随伴上皮（ follicle associated epithelium: 
FAE、ドーム上皮）には管腔内の高分子を取り込む M 細胞が存在し、細菌やウイルス
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の侵入部位として知られるが、プリオンの体内への侵入口としても有力であると考え
られている。小腸粘膜を通過した PrPSc は、パイエル板や腸間膜リンパ節などに蓄積
し、増幅する。この増幅は PrPc を異常型に変換することにより進行するため、PrPc を
高発現するリンパ系組織や神経系に PrPSc は蓄積する。パイエル板などの末梢リンパ
組織で増幅した PrPSc は、他のリンパ組織や脾臓といった組織・臓器へとリンパ管あ
るいは血流によって伝播し、再び増幅する。このような蓄積・増幅の過程で末梢神経
系と何らかの形で接触する結果、神経系に侵入すると考えられている。神経系におけ
る PrPSc の伝播は、末梢から中枢へと求心性に進み、最終的に脳に蓄積して空胞化に
代表される神経細胞の変性を惹起し、運動障害等の症状を呈して最終的に死に至る。 
経口感染の病態に関する研究は数多くなされ、前述した全身的な機構は明らかにな
った。しかし、小腸上皮からの侵入部位や、伝播を担う細胞およびその経路について
は未だ特定には至っておらず、不明な点が多い。そこで本研究では、PrPSc を経口投与
したマウスから病態に関与している組織・臓器を経時的に採取し、異常型プリオン蛋
白を検出する手法を用いて、PrPSc の伝播を担う細胞種および伝播経路を経時的に解析
することにより病態の解明を行った。  
 
第 2 章 PrPc ノックアウト（KO）マウスにおける経口感染病態の経時的解析  
経口投与した PrP の体内動態を解析する手法として免疫組織化学的手法が一般的に
用いられている。しかし、生体内の様々な細胞に発現する内因性の PrPc と経口投与し
た外来性の PrP を識別し、投与した PrP のみを免疫組織化学的手法により検出するこ
とは非常に困難である。そこで、PrPc を欠損したマウス（KO マウス）を用い、この
マウスに PrPSc を含むマウス脳乳剤を経口投与することによって、投与した PrP の体
内動態を明確に検出できると考え、本実験を試みた。  
KO マウスの十二指腸、空腸および回腸パイエル板における PrP の動態を経時的に
解析した。経口投与 1 時間後より以前のパイエル板では、PrP は検出されなかった。
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十二指腸パイエル板において、投与 1 時間後に FAE および絨毛上皮において PrP を細
胞内に取り込んだ上皮細胞を確認した。また、ドーム上皮下に PrP が散在し、濾胞下
部に PrPSc 陽性細胞の集積が確認された（図 1）。投与 2 時間後以降、空腸および回腸
パイエル板においてもドーム上皮下や濾胞下部における PrP の集積が確認された。パ
イエル板における PrP 陽性細胞は、十二指腸および空腸では投与 6 日後まで、回腸で
は投与 6 時間後まで確認された。この間、PrP 陽性細胞数は徐々に減少し、投与 10 時
間後以降も陽性細胞は確認されたが、その数はパイエル板に数個程度であった。  
次に、パイエル板から細胞が移動すると考えられる腸間膜リンパ節および脾臓にお
ける PrP 陽性細胞数の経時的推移を解析した。腸間膜リンパ節および脾臓ともに投与
2 日後から陽性細胞が確認された。腸間膜リンパ節においては、陽性細胞数は 2 日後
が最も多く、6 日後には減少して 4 週および 10 週後では確認されなかった（図 2）。
一方脾臓は、投与 6 日後および 4 週後の間に陽性細胞数が最大に達し、10 週後には確
認されなかった（図 3）。両組織では PrP 陽性細胞が血管様構造周辺に比較的多く確認
された。  
以上の結果から、経口投与した PrP は 1 時間後にはパイエル板の FAE および絨毛上
皮から生体内へ侵入することが明らかになった。また、侵入した PrP はドーム上皮下
に存在する細胞に取り込まれ、ドーム上皮下から濾胞下部に集積することが確認され
た。この動態は投与後数時間以内という非常に早期の段階に起こることが確認された。
さらに、生体への侵入部位であるパイエル板から腸間膜リンパ節および脾臓への伝播
が確認された。これらの組織では、PrP 陽性細胞が血管様構造の周辺に認められたこ
とより脈管系を介してパイエル板から移動したものと推測される。この移動は投与 2
日より早い段階で始まっている可能性が考えられた。投与 10 週後には両組織から PrP
陽性細胞は消失しており、他の組織への移動もしくは生体内で代謝され、検出限界以
下に消失したと考えられる。  
第 3 章 KO マウスにおける PrP 陽性細胞種の同定  
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前章において、経口投与した PrP は FAE を介して生体内に侵入することを確認した。
FAE には上皮細胞の他に M 細胞という特殊な細胞が存在し、管腔内の巨大分子を取り
込む機能を持つことから、PrP の侵入部位と考えられているが、未だ明らかではない。
また、上皮を通過した PrP は上皮下に存在する何らかの細胞に取り込まれることによ
りパイエル板および他の組織へ移動したことが推測された。M 細胞は基底膜側がポケ
ット状に大きく陥入した形態的特徴を持ち、このポケットには M 細胞によって取り込
まれた管腔内の抗原情報を受け取る樹状細胞やマクロファージといった抗原提示細
胞が存在することが知られている。したがって本章では、FAE において PrP を取り込
んだ細胞種およびパイエル板において PrP を取り込んだ細胞種の同定を試みた。  
FAE において PrP を取り込んだ細胞を確認した染色済み切片を用いて、M 細胞マー
カーである annexin V を用いた再染色を行った。その結果、annexin V 陽性であること
が確認された（図 4）。また、annexin V は樹状細胞にも発現することが報告されてい
るが、パイエル板の PrP 陽性細胞は annexin V 陰性であった（図 4）。次に投与 1 時間
後の濾胞下部に PrP 陽性細胞の集積が認められた切片を用い、マクロファージのマー
カーである CD11b による再染色を行った。その結果、PrP 陽性細胞の集団は CD11b
陽性であることが確認された（図 5）。その他、パイエル板に存在する B 細胞、T 細胞
および濾胞樹状細胞（follicular dendritic cell: FDC）の特異的マーカーによる再染色を
行ったが、濾胞下部の PrP 陽性細胞の集団はいずれのマーカーに対しても陰性であっ
た。  
以上の結果から、FAE において管腔内に存在する PrP を取り込み、生体内への侵入
口として機能する細胞は annexin V 陽性の M 細胞であることが明らかとなった。さら
に、パイエル板濾胞下部への集積を担う細胞として CD11b 陽性のマクロファージが同
定された。パイエル板に存在する樹状細胞および B 細胞、T 細胞ならびに FDC はいず
れも陰性であったことから、パイエル板における PrP 陽性細胞はマクロファージのみ
であると考えられる。従って、M 細胞直下に存在するマクロファージは M 細胞から
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PrP を受け取り、何らかの理由で濾胞下部に移動することが示唆された。  
次に、脾臓における PrP 陽性細胞種の同定を同一切片再染色法を用いて試みた。そ
の結果、脾臓における PrP 陽性細胞は、マクロファージの特異的マーカーである CD14
陽性細胞であった（図 6）。一方、B 細胞、T 細胞、樹状細胞および FDC のマーカーに
はいずれも陰性でった。したがって、脾臓における PrP 陽性細胞は、マクロファージ
であり、パイエル板における PrP 陽性細胞と一致したことから、パイエル板で PrP を
取り込んだマクロファージが脾臓へと伝播したことが示唆された。  
第 4 章 KO マウスにおける PrPSc 陽性細胞と末梢神経との接触  
パイエル板や脾臓といった組織は、高度に神経支配を受ける組織であり、末梢神経
細胞が多く存在する。生体に侵入した PrP はこの末梢神経に侵入することにより、最
終的に中枢神経の変性を引き起こすと考えられている。末梢神経系への侵入機構は解
明されていないが、何らかの形で PrP と末梢神経細胞が接触することが必要である。
KO マウスでは、PrP の神経系への侵入に必要な PrPc を欠損しているため、神経系へ
の侵入自体は起こらないが、末梢神経細胞と PrP 陽性細胞の接触の有無は解析可能と
考え本実験を行った。  
パイエル板および脾臓において、PrP 陽性細胞の集団が局在する部位における末梢
神経細胞の存在を検出することを同一切片再染色法により試みた。末梢神経細胞は特
異的マーカーである PGP9.5 により検出した。その結果、パイエル板および脾臓とも
に PrP 陽性細胞の集団の近傍に末梢神経細胞が存在することを確認した（図 7）。実際
に両者の接触が起こっているかどうかは不明だが、パイエル板や脾臓において PrP 陽
性細胞と末梢神経細胞が接触する機会が十分にあることは捉えられた。パイエル板お
よび脾臓における PrP 陽性細胞は経口投与後の早い段階から確認されていることから、
末梢組織における神経系への侵入は、早期から起こっている可能性が考えられた。  
第 5 章 KO マウスにおける PrP の取り込みおよび伝播モデル  
 前章までに KO マウスにおける経口感染病態の経時的解析および病態に関与する細
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胞種の同定を行った。その結果、経口摂取した PrP は投与 1 時間後という早期に小腸
パイエル板の M 細胞を介して生体内に侵入することが明らかになった。M 細胞を介
して生体に侵入した PrP はマクロファージに受け渡され、パイエル板に蓄積するとと
もに、腸間膜リンパ節および脾臓へと伝播すること、さらにこの伝播にはマクロファ
ージが重要な役割を担うことが明らかとなった。また、PrP を取り込んだマクロファ
ージはパイエル板や脾臓において末梢神経細胞と接触し、PrP の神経侵入にも関与す
る可能性が示唆された。  
第 6 章 野生型（WT）マウスにおける経口感染病態の経時的解析  
本章においては、WT マウスにおける異常プリオン蛋白経口感染病態を経時的に解
析し、PrPc が発現しているマウスにおける病態を明らかにし、KO マウスの結果と比
較することにより、生体における PrPc の役割と感染に及ぼす影響を解明することを試
みた。投与後の組織採取および解析手法は KO マウスと同様とした。組織中の PrPSc
を免疫組織化学的手法で検出するために、近年作出された特異的抗体を用いた。さら
に、PrPSc 検出には PrPc への抗体の結合を阻害する必要があり、抗体添加の前処理と
して組織切片を 5M グアニジンに浸漬する処理を施した。  
はじめに、KO マウスと同様に生体への侵入部位と考えられるパイエル板における
PrPSc の動態を解析した。投与 15 分および 30 分後では PrPSc は検出されなかった。投
与 1 時間後の FAE に PrPSc 陽性粒子を取り込んだ上皮細胞を確認した（図 8）。この PrPSc
陽性粒子は、上皮細胞の管腔側および基底膜側の双方の細胞質で認められたことから、
上皮細胞による取り込み直後と上皮細胞を通過して基底膜側に存在する別の細胞に
受け渡す前の状態を捉えたものと考えられた。また、濾胞中心および濾胞下部にも
PrPSc 陽性像が認められた。FAE における PrPSc 陽性粒子の取り込み像は、投与 2 時間
および 6 時間後にも確認され、経口投与した PrPSc が時間をかけて生体内に侵入する
様子が捉えられた。パイエル板における陽性像は投与 8 時間後には全く確認されなか
った（図 8）。しかし、投与 4 週以降 20 週後にかけて PrPSc 陽性細胞が継続的に検出さ
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れた（図 9）。投与 30 週後ではパイエル板における陽性像は確認されなかったが、絨
毛固有層に PrPSc 陽性細胞が検出された（図 10）。小腸パイエル板における PrPSc 陽性
細胞の局在部位は、濾胞中心および濾胞下部に多く認められた。  
次に腸間膜リンパ節および脾臓における PrPSc 陽性細胞の経時的解析を行った。腸
間膜リンパ節では、投与 4 週後に PrPSc 陽性細胞が確認され、その後 30 週まで継続し
て確認された（図 11）。PrPSc 陽性細胞は、4 週後では濾胞内に認められたが、10 週以
降は辺縁部に局在した。PrPSc 陽性細胞数の推移は投与 10 週および 20 週後が最も多く、
30 週後では減少していた。一方、脾臓においては投与 4 週後に PrPSc 陽性細胞が確認
されたが、10 週および 20 週後では PrPSc 陽性細胞は確認されなかった。投与 30 週後
に再び確認されたものの、解析した期間を通じて脾臓における PrPSc 陽性細胞数は少
ない印象であった（図 12）。PrPSc 陽性細胞は血管様構造の周囲に局在した。  
WT マウスでは生体に侵入した PrPSc が中枢神経系に移行することから、脳における
PrPSc の経時的変化を解析した。脳において特に PrPSc が蓄積することが知られている
海馬歯状回および視床下部の 2 領域について、PrPSc の蓄積と神経変性（空胞化）の程
度を投与 4 週から 30 週後にかけて解析した。PrPSc は両部位ともに投与 20 週後から検
出され、投与 30 週後では非常に強い陽性像を確認した（図 13）。空胞化については、
両部位とも投与 30 週後に確認された。特に視床下部では非常に強い空胞化が認めら
れた（図 13）。両部位ともにはじめに PrPSc の神経細胞への蓄積が起こり、それに続い
て神経変性が起こるという経時的推移を示していた。投与 30 週後の組織を採取した
WT マウスでは、末期のプリオン病の特徴である歩行障害を呈したことを確認してお
り、脳の空胞化と合わせてこのマウスがプリオン病を発症したことを示している。  
第 7 章 野生型（WT）マウスにおける腸管腔内 PrPSc を取り込む細胞種の同定  
 KO マウスにおける解析の結果、腸管腔内の PrPSc を取り込む細胞種として FAE に
存在する M 細胞を同定した。前章において、WT マウスにおいても投与 1 時間後から
KO マウスと同様に FAE において腸管腔内の PrPSc を取り込む細胞を確認した。本章
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では、この細胞種を同定し、WT マウスでの経口感染病態における PrPSc の生体への侵
入部位を特定することを試みた。  
 M 細胞の特異的マーカーとして Glycoprotein 2 (GP2)を用いた。近年、M 細胞マーカ
ーとして見出された GP2 は、GPI アンカー型タンパク質であり、腸管上皮細胞では M
細胞に特異的に発現している。KO マウスでの手法と同様に、既に染色済みの切片を
用いて、抗 GP2 抗体を用いて再染色した。その結果、FAE において確認された PrPSc
を取り込んだ上皮細胞は、GP2 陽性の M 細胞であることが確認された（図 14）。また、
この細胞は基底膜側に M 細胞の形態的特徴である大きなポケット様構造があること
が確認されたことより、M 細胞であると判断された。  
第 8 章 WT マウスにおける PrPSc の取り込みおよび伝播モデル  
 前章までに WT マウスにおける経口摂取した PrPSc の小腸パイエル板における取り
込みと体内伝播について解析した。PrPSc は GP2 陽性 M 細胞より投与 1 時間後から生
体内に侵入し、パイエル板に蓄積した。さらに腸間膜リンパ節および脾臓への伝播が
確認された。パイエル板における蓄積は、濾胞中心および濾胞下部に多く認められた。
この部位には、PrPc を強発現する FDC が局在していることから、FDC がパイエル板
での蓄積の場となっていることが示唆された。さらに、脳への蓄積が確認されたこと
から、末梢組織において末梢神経系に侵入し、求心性に伝播して中枢神経へと侵入し
たことが示唆された。  
第 9 章 PrPSc への経口感染病態における生体内 PrPc の役割  
 本研究において、KO マウスおよび WT マウスそれぞれにおける経口感染病態を経
時的に解析するとともに、病態に関わる細胞種を同定した。本章では、両者の病態を
比較し、明らかになった相違点から経口感染病態における生体内 PrPc の発現の役割に
ついて考察する。  
 本研究により明らかになった相違点として、①パイエル板における PrPSc の蓄積部
位、②パイエル板における PrPSc の蓄積期間、③中枢神経系への移行の有無、④PrPSc
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陽性細胞の体内伝播が認められる期間の 4 点が考えられた。①については、KO マウ
スでは濾胞下部に、WT マウスでは濾胞中心に多く蓄積した。濾胞中心には PrPc を強
発現する FDC が存在することから、WT マウスにおける蓄積部位は FDC であると考
えられる。FDC は濾胞中心に常在し、遊走能はないため、何らかの仕組みにより上皮
を通過した PrPSc が濾胞中心に存在する FDC に受け渡されたと考えられる。②につい
ては、KO マウスでは投与 10 時間後にはパイエル板からほぼ消失した。一方、WT マ
ウスでは投与 20 週まで PrPSc が検出され、30 週後に絨毛で検出された。これは、生体
に侵入した PrPSc は、PrPc を基に増幅するという仮説を支持する事象であると考えら
れる。すなわち、KO マウスでは、体内での PrPSc の増幅が起こらないために投与 10
時間後に消失した一方、WT マウスでは PrPSc の増幅が継続して起こるために長期間検
出されたと考えられる。③の中枢神経系への移行については、KO マウスでは移行が
起こらないのに対して、WT マウスでは移行および蓄積が確認された。リンパ組織に
蓄積する間に末梢神経系に侵入し、さらに末梢神経系を介して中枢神経系へ移行した
ものと考えられる。したがって、リンパ組織における末梢神経系への移行には PrPc
の発現が必要であることを示している。最後の④PrPSc の体内伝播が認められる期間に
ついては、KO マウスでは投与 4 週後にほぼ体内から消失したことから体内伝播自体
はそれ以前に終わっていたと考えられる。一方、WT マウスでは投与 30 週後の発症時
点で絨毛固有層や腸間膜リンパ節、脾臓に陽性細胞が認められたことより、依然とし
て体内伝播が起こっていると考えられる。KO マウスでは PrPSc の増幅が起こらないた
め伝播も短期間に収束するが、WT マウスでは増幅と伝播が繰り返し起こるために発
症時点においても伝播が継続していると考えられる。  
第 10 章 総括  
 本研究では PrPSc の経口感染病態の解明と PrPc の役割について明らかにすることを
目的として研究を行った。本研究の結果、以下のことが明らかになった。  
1． 投与 1 時間後という非常に早期から M 細胞による PrPc 非依存的な PrPSc の取り込
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みが起こる。  
2． M 細胞を介して生体に侵入した PrPSc はパイエル板に蓄積するが、蓄積に関与する
細胞種は PrPc 発現の有無によって異なる。  
3． PrPc 発現の有無に関わらず、PrPSc はパイエル板から他のリンパ組織へ移行するが、
その期間は PrPc 発現に依存する。  
4． リンパ組織から中枢神経系への移行および発症に至るには PrPc の発現が必須であ
る。  
 以上のことから、PrPSc への経口感染病態における生体内への侵入部位として M 細
胞が大きな役割を果たしており、M 細胞を介した侵入は経口感染後非常に早い段階で
起こり得ること、また PrPc 非依存的な侵入であることを示した。さらに、中枢神経系
への移行および発症には PrPc が必要であり、中枢神経系への移行は、神経症状を呈す
る以前から起こっている可能性を示した。本研究より得られた知見は TSE の経口感染
病態の解明に貢献し、TSE の発症前診断法や予防法の確立に寄与する。したがって、
本研究の成果が今後の TSE 研究の進歩に大きく貢献すると考えられる。
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